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(54) Bezeidinung: NEUE TNF-PEPTIDE 

(57) Abstract 

New peptides of formula X-A-B-Tyr-Y, in which A, B, X and Y have the meanings given in the description, are useful ther- 
apeutic agents. A process for producing then is also described. 

(57) ZnsanimeHfiKsui^ 

Es werden Peptide der Fonnel: X-A-B-Tyr-Y, worin A, B, X und Y die in der Beschretbung angegebenen Bedeutungen be- 
sitzen, sowie deren HersteUung beschrieben. Die neuen Peptide eignen sich zur Bekampfung von Krankheiten. 
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Neue TNF-Pept ide 
Beschreibung 

5 Die Erfindung betrifft neue^ vora Tumor Nekrose Faktor (TNF) abgeleitete 
Peptide, deren Herstellung unil deren Verwendung als Arzneimittel . 

von Carswell et al. {Proc. Natl. Acad. Sci« USA 72, 3666, 1975} wurde be- 
richtet, da^ das Serum von Endotoxin-behandelten Tieren^ die zuvor mit dem 

10 Mycobacterien-Stamm Calmette-Guerln (BCG) Infizlert worden waren^ eine 
hamorrhagische Nekrose bel verschiedenen Tumoren in der Maus bewirkte. 
Diese Aktivit^t wurde dem Tumor Nekrose Faktor zugeschr leben . TNF zeigt 
auch eine zytostatische Oder zytotoxische Wirkung gegenuber einer Vielzaht 
von transformi erten ZelUnien in vitro^ wahrend normale menschliche und 

15 tierische Zellinien davon nicht betroffen werden (Lymphokine Reports 
VoK 2, pp 235-275, Academic Press, New York, 1981). Kurzlich wurde die 
biochemische Charakterisierung und das Gen fUr menschlichen TNF beschrie- 
ben (Nature 312, 724/ 1984; J. Biol. Chem. 260, 2345, 1985; NucK Acids 
Res, 13, 6361, 1985), 

20 . 

Aus diesen Oaten lapt sich folgende Proteinstruktur fur das reife humane 
TNF able i ten: 

ValArgSerSerSerArgThrProSerAspLysProValAlaHisValValAlaAsnPro 

25 

GlnAlaGluGlyGlnLeuGlnTrpLeuAsnArgArgAldAsnAlaLeuLeuAlaAsnGly 
ValGluLeuArgAspAsnGlnLeuValValProSerGluGlyLeuTyrLeulleTyrSer 
30 GlnValLeuPheLysGlyGlnGlyCysProSerThrHisValLeuLeuThrHisThrlle 
SerArglleAlavalSerTyrSlnThrLysValAsnLeuLeuSerAlalleLysSerPro 
CysGlnArgGluThrProGluGlyAlaGluAlaLysProTrpTyrGluProIleTyrLeu 

35 

GlyGlyValPheGInLeuGluLysGlyAspArgL.euSerAlaGlulleAsnArgProAsp 

■ 

TyrteuAspPheAlaGluSerGlySlnValTyrPheGlyllelleAlaLeu 

40 Weiterhin wurde das TNF-Gen von Rind, Kaninchen und Maus beschrieben (Cold 
Spring Harbor Symp* Quant, Biol. 51, 597, 1986)* 
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Neben seinen zytotoxisclien Eigenschaften 1st TNF einer der Hauptbeteilig- 
ten an entzundlichen Reaictionen (Pharmac. Res. 5, 129, .198S). Im Tier- 
modell konnte die Beteiligung von TNF beim septischen Schock (Science 229, 
B69r 1985) und der Graft versus Host Disease (J. Exp. Hed. 166, 1280^ 
5 1987) gezelgt werden. 

■ 

Es wurde nun gefunden, dap^ Peptide mit wesentlich geringerem 
Molekulargewicht gCnstige Elgenschaften besftzen. 

10 Gegenstand der Erfindung sind Peptide der Formel I, 

K-A-B-Tyr-y Im 

worin 

A Ser, Val, lie Oder Pro ist, 
B Gin Oder Ser bedeutet, 

20 X fUr eine Gruppe S-NH-CHM-CO-W-, G-R-NH-CHM-CO- Oder 

G-R-NH-CHM-CO-W- und 

Y fQr eine Sruppe -Z^ -NH-CHQ-CO-Z, -V-NH-CHQ-CO-2, -NH-CHQ-CO-U-Z Oder 
-V-NH-CHQ-CO-U-Z steht, 

25 

wobei in X und Y 

'[ . G . ein Wasserstoffatom oder eine Ami nose hutzgruppe bedeutet, 

30 Z fOr eine OH- oder NH2-Gruppe Oder eine Carboxylschutzgruppe steht 

Oder 

G und Z zusawmen aucfi eine kqvalente elndung Oder die Gruppe 

-C0-(CH2)a"W"" bedeuten, wobei a etne Zahl von 1 bis 12 ist. 



35 



R, V und W Peptidfcetten aus 1-4 natQrlich vorkommenden 
a-AmlnosSuren darstellen und 



M und Q Wasserstoff atome oder eine der Gruppen 

40 -CHtCH3)2f -CHtCH3)-C2H5, -CeHg, -CH(0H)-CH3, 

H 
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(mit b in der Bedeutung einer Zahl von 1 Jots 6 und T in der 
Bedeutung eines Wasserstoff atoms oder einer 0H-, CK3O-, 

H2N-C(-NH)-NH-Gruppe) Oder 

5 

M und Q zusammen eine -(CH2)c~S-S-(CH2}d^/ -(CH2}e^CO-NH-(CH2) f Oder 
-(CH2)e-NH-CO-(CH2)g-NH-CO-(CH2)f-BrUcke (mit c und d in der 
Bedeutung einer Zahl von 1 bis 4, e und f einer Zahl von 1 bis 6 
und g einer Zahl von 1 bis 12) bedeuten, 

10 

sowie deren Salze mit physiologisch vertrSglichen SSuren* 

Die Peptide der Forme I I sind aus L-AmtnosSuren aufgebaut, sie k&nnen aber 
I bis 2 D-AminosSuren enthalten. Die seitenketten der trif unlet ionellen 
15 AminosSuren konnen Schutzgruppen tragen Oder ungeschutzt vorliegen. 

Als physiologiscti vertrSgliche Sauren sind insbesondere zu nennens 
Salzsaure, ZitronensSure^ Weinsaure, Milchsaure, Phdsphorsaure, 
MethansulfonsSure, EssigsSure^ Amei sens Sure, KaleinsSure, Fumarsaure, 
20 Xpfelsaure, BernsteinsSure, Ma Ions Sure, SchwefelsSure, L-Glutaminsaure, 
L-AsparaginsSurer BrenztraubensSure, SchleimsSure, Benzoesaure, 
Gtucuronsaure, OxalsSure, Ascorbinsaure, Acetylglycln- 

Die neuen Peptide kOnnen offenkettig {G * h« Aminoschutzgruppe ; Z = OH^ 
25 NH2^ Carboxylschutzgruppe, M und Q nicht miteinander verbunden) und 

insbesondere Disulf id-verbrQckt (G = H, Aminosohutzgruppe f Z - OH, HH2, 
Carboxylschutzgruppe; M + Q « -(CH2)c*S-S*(CH2)d* Seitenketten-ver- 
brtlckt (6 - H, Aminoschutzgruppe, Z = OK^ NH2f Carboxylschutzgruppe, 

M + Q= -(CH2)e-NH-CO-(CH2)f- Oder -{CH2)e-MH-CO-(CH2)g-NH-CO-(CH2)f- ) 

30 Oder Kopf-Schwanz-verknOpft (6 + Z « kovalente Binduhg oder 
-C0-(CH2)a-NH- ) sein. 

Die neuen verbtndungen lassen sich nach in der Peptidchemie bekannten 
Metftoden herstellen. 

35 

So kann man die Peptide sequent iell aus Antinosauren oder durch Fragment- 
verknOpfung geeigneter kleiner Peptide aufbauen, Beim sequent iellen Aufbau 
wird die Peptidkette beginnend am C-Termlnu& stufenwetse um jeweils eine 
AminosSure verlSngert. Bei der Fragmentkupplung kSnnen Fragmente 
40 untersc hied lie her Lange miteinander verknupft werden, wobei die Fragmente 
wiederum durch sequentiellen Aufbau aus AminosSuren oder threrselts durch 
Fragmentkupplung gewonnen werden kSnnen. Die cyclischen Peptide werden 
nach Synthase der of fenkettigen Peptide durch eine in hoher VerdQnnung 
durchgefQhrte Cyclisierungsreaktion erhalten. 



wo 90/06946 PCr/EP89/0I474 



Sowohrl belm sequent fell en Aufbau> als auch bei der Fragmentkupplung mQssen 
die Bausteine durch Bildung einer Amidbindung verknlipft werden. Hierzu 
eignen sich enzymatlsche und chemise he Met h ode n, 

5 Chemische Metboden zur Amfdbindungsbildung sind ausfQhrlich behandelt bei 
Mtlller, Methoden der Organ isc hen Chemie Vol XV/2, pp 1 - 364^ Thieme 
Verlag^ Stuttgart^ 1974; Stewart, Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 
pp 31 - 34, 71 - 82, Pierce Chemical Company, Rockford, 1984; BodanszRy, 
Klausner^ Ondetti, Peptide Synthesis, pp 85 - 128, John Wiley & Sons, New 

10 York, 1976 und anderen Standardwerken der Peptldchemie. Besonders 
bevorzugt sind die Azidmethode, die symmetrise he und gemischte 
Anhydrf dmethode, tn situ erzeugte oder prSformierte Aktivester und die 
Amldbindungsbildung mit Hllfe von Kupplungsreagenzien (Aktivatoren), 
insbesondere Dicyclohexylcarbodlimid fDCC), Diisopropylcarbodi imid (DicJ, 

15 l-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-l,2-dihydrochinolin (EEDQ), l-Ethyl-3-(3-dl- 
methylaniinopropyl)-carbodi tmidhydrochlorid (EDCI), n^Propanphosphon- 
saureanhydrid (PPA), H-Bis (2-axo-3-oxazol idinyl ) amidophosphorsaure- 
chlorid (BOP-Cl), piphenylphosphorylazid COPPA), Castro's Reagenz (BOP), 
0-Benzotriazolyl-N[,N,N^,NVtetramethyluronium-Salze (HBTU), 2, 5-Di^ 

20 phenyl-2,3-df hydro-3-oxo-4-hydroxythiophendioxid (Steglichs Reagenz ; 

HOTDO) und 1, l*-Carbony1-dilmldazol (CDI). Die Kupplungsreagenzien konnen 
allein Oder in ICombination oiit Additiven wie N,N'-Dimethyl*4-dminopyridin 
(DMAP), N-Hydraxybenzotrtazol (KOBt), N-Hydroxybenzotriazin (HOOBt), 

/ N-Hydroxysuccinimid (HOSu) oder 2-Kydroxypyrldin eingesetzt werden. 

25 

WShrend bei der enzymatischen Pep tidsyn these normal erwetse atif 
Schutzgruppen verztchtet werden kann, ist fur die chemische Synthese ein 
revers i bier Sc hut £ der an der Bildung der Amidbindung nicht betel ligten 
reaktiven funktionellen Gruppen der bei den Reaktionspartner erforderlich. 

30 Bel den chemischen Peptidsynthesen werden drei 1 t ter aturbekannte Schutz- 
gruppentechnilc^en bevorzugti Die Benzyloxycdrbonyl(z}-, die t-Butyloxy- 
c arbony I (Boc ) * und die 9*FIuorenylmethyloxycarbonyl (Ftnoc) -Schutzgruppen* 
technik. Bezeichnet fst jewefls die Schutzgruppe der «-Aminofunktlon des 
kettenyerlSngernden Bausteines. Die Seitenkettenschutzgruppen der tri- 

.35 funktionellen AminosSuren werden so gewahlt, dap sie nicht notwendiger- 
weise zusammen mit der a-Aminoschutzgruppe abgespalten werden^ Eine aus- 
fOhrltche ubersicht uber Amtnosaureschutzgruppen gibt MOller, Methoden der 
Organ ischen Chemie Vol XV/I, pp 20 - 906, Thieme Verlag, Stuttgart, 1974, 

40 Die Bausteine, die dem Aufbau der Peptidkette dienen, kSnnen in Losung, in 
Suspension oder nach einem ahnlichen verfahren, wie es von Herri field in 
0. Amer. Chem* Soc. 85, 2149, 1963 beschrieben ist, zur Reaktion gebracht 
werden^ Besonders bevorzugt sind Verfahren, bei denen Peptide sequent ie 11 
Oder durch Fr agmentkuppl uhg unter Verwendung der Z-, Boc- oder 
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Fmoc-Schutzgruppentechnik aufgebaut werden, wobei die Reaktionspartner in 
LQSung zur Reaktion gebracht werden, sowie verfaJiren, bet denen, ahnlich 
der genannten Merrlf ield-Technik, ein Reaktionspartner an einen unlSs- 
lichen polymeren TrSger (im folgenden auch Harz genannt) gebunden zur 
5 Reaktion gebracht wlrd. Dabei wird das Peptid typi scherwei se unter Ver- 
wendung der Boc- Oder Fnioc-Schutzgruppentechniic sequentiell am polymeren 
TrSger aufgebaut, wobei die wachsende Peptidkette am C-Termlnus kovalent 
mit den unldslichen Harzteilchen verbunden tst (vgl. Abb. 1 und 2). Diese 
Arbeitsweise erlaubt es, Reagentien und Nebenprodukte durch Filtration zu 
10 entfernen, die Umkrl stall! sat ion von Zwischenprodukten wird somit uber- 
flUssig. 

Die geschutzten AminosSuren kiSnnen an beliebige geetgnete Polymer i sate 
gebunden werden^ die lediglich in den verwendeten Lbsungsmi tteln unlbslich 

15 sein und eine bestandige physikalische Form, die leichte Filtration 

ermoglicht, aufweisen mUssen. Das Polymer i sat mup eine funktionelle Gruppe 
enthalten, an die die erste geschUtzte Aminosaure durch eine kovalente 
Sindung fest gebunden werden kann* Fur diesen Zweck eignen sich die 
verschtedensten Polymertsate, z.B. Cellulose, Polyvinylalkohol, Polymeth- 

20 acrylat, sulfoniertes Polystyrol, chlormethyltertes Copolymerisat von 
Styrol und oi vinylbenzol {Merri f leld-Harz), 4-Methylbenzhydrylarain-Harz 
(MBHA-Harz } , Pheny 1 acetami domethy I -Harz ( Pam-Harz ) , p*Benzy 1 oxy benzy I - 
alkohol-Harz, Benzhydry lamin^Harz (BHA-Harz) , 4- (Hydpoxymethy 1 )-ben2oy 1- 
oxymethyl-Harz, Harz nach Breipohl et al. (Tetrahedron Lett. 28, 565, 

25 1987; Fa. BACHEM), HYCRAM-Harz (Fa. ORPEGEN) Oder SASRIN-Harz 
(Fa. BACHEM). 

Fur die Peptidsynthese in Losung eignen sich alle tasungsmittel, die sich 
unter den Realctionsbedingungen als inert erweisen, tnsbesondere Wasser, 

30 N,N'-Oimethylformamid (DHF), Oimethy Isulfoxid (DMSO), Acetonitril, Oi- 
chlormethan (DCM), 1,4-Dioxan, Tetrahydrofuran (THF), W-Methyl-2-pyrroli- 
don (NMP) sowie Gemische der genannten LSsungsmittel . Die Peptidsynthese 
am polymeren TrSger kann in alien inerten organ Ischen LSsungsmitteln, in 
denen die verwendeten AminosSurederi vate loslich sind, durchgefUhrt 

35 werden; bevorzugt sind Jedoch Ldsungsmittel, die zusStzUch harzquel lende 
Eigenschaften besitzen, wie OMF, DCM, NMP, Acetonitril und DMSO, sowie 
Gemische dleser LSsungsmittel. 

Nach erfolgreicher Synthese wlrd das Peptid vom polymeren TrSger 
40 abgespalten. Die Bedingungen, unter denen sich die verschiedenen Harrtypen 
abspalten lassen, sind t iteraturbekannt . Am hSufigsten ftnden saure und 
Palladium-katalysierte Spaltreaktlonen Anwendung^ insbesondere die 
Spaltung in flQssigem wasserfreiem Fluorwasserstof f, in wasserfreier 
Trif luormethansulfonsaure, in verdUnnter Oder konzentrierter 
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Trlf lubressigsaure Oder die Pal ladium-katalysi arte Spaltung In THF Oder 
THF-DCM-Gemisclren tn Anwesenheit einer schwachen Base wie z.Bi Morpholin. 
Je nach Wahl der Schutzgruppen iconnen diese urtter den Spaltbedingungen 
erhalten bleiben ader eben falls abgespalten werden. Auch eine teilweise 
5- EntschOtzung des Peptids kann sinnvoll sefn, wenn bestimmte Oerivatisie- . 
rungsreaktionen oder eine Cyclisierung durchgeftthrt werden soil en. 

Die neuen Peptide zefgen zum Teil gute zytotoxische Eigensctiaften. Etn 
anderer teil der Peptide besitzt eine hohe Affinitat fUr den zellulSren 

10 TNF*Rezeptor, ohne Jedoch eine zytotoxische AktivltSt zu be^itzen. Sie 
stellen also TNF-Antagonisten dar. Sie binden in Konkurrenz zu natiirl ichem 
TNF an den zellulSren TNF-Rezeptor und unterdrucken so die TNF-Wirkung, 
Die neuen Peptide erweisen sich als wertvolle Arzne imi tte 1 , d i e zur 
Behandlung von neoplastischen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen sowie 

15 zur Bek£inipfung und Prophylaxe von Infektionen, EntzQndungen und 

Abstopungsreaktionen bei Transp.lantationen eingesetzt werden k5nnen. Durch 
einfache Experimente kann gekiart werden, welche Wlrkungswetse die 
einzelnen Peptide besitzeni Hit einer TNF-sensttiven Zelle wird die 
Zytotoxlzitat des Peptids durch Inkubation der Zelltnie in Gegenwart des 

20 Peptids bestimmt* In einem zweiten Versuchsansatz inkubiert man die 

Zellinie mit dem entsprechenden Peptid in Gegenwart einer letal wirkenden 
TNF*Menge. Dadurch kann die TNF-antagonisierende wirkung nachgewiesen 
werden. AujSerdem wird durch etn in vitro Bindungsexperiment die Affinitat 
des Peptids zum zelluiaren TNF-Rezeptor bestimmt. 

25 . 

Die biologische Charakterisf erung der neuen Peptide auf ihre agonlstische 
Oder antagonistische Wirkung erfolgte in folgenden Testsystemen t 

Zytotoxizitatstest auf TKF-sensitiven Indikatorzellen^ 

30 r - 

. Kompetittott-Zytotoxizitatstest auf TNF-sensitiven 

II- 

Xndi katorzel 1 en^ 

III. Kompetition-rRezeptorbindungstest auf TNF*Rezeptor exprimierenden 
.^35 Indikatorzellen. 

I. ZytotoxlzitStstest 

Die agonlstische Bewertung der neuen Peptide basiert auf der en 
40 zytotoxischer Kirkung auf TNF-sensi ti ven Zellen (z.B, L929, HCF-7, 

A204^ U937K Der Test mit L929 und MCF-7 wurde wie folgt durchgefuhrt: 
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1- 100 fi\ Kulturmedium rait 3 bis 5 x 105 frisch trypslnierten, sich 
\m exponentiellen Wachstum befindenden L929-Zenen (Maus) bzw. 
MCF-7-Zellen (Mensch) wurden in die Vertiefungen einer 
96-Loch-Flachboden-Kulturplatte pipettiert. Die Platte wurde Uber 
5 Nacht bei 37^C tm. Brutschrank inkubiert. Die mit Wasserdampf 

gesSttigte Luft im Brutschrank enthielt 5 vol% CO^- 

Das L929- Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Earle Ix (Soehringer, 
Hannheim), 50 ml hitzeinaktiviertes (30 min, 56^C) foetales 
10 Kalber serum (FCS), 50 ml L-Glutamin (200 mM),. 5 ml lOOx 

nichtessentielle Aminosauren, 3 ml IM Hepes-Puffer pH 7,2 und 
50 ml Gentamycin (50 mg/ml). 

Das MCF-7-Kulturmedium enthielt 500 ml MEM Dulbecco Ix 
15 (Boehringer, Mannheim), 100 ml hitzeinaktiviertes (30 wiin, 56**Cj 

PCS, 5 ml L-Qlutamin und 5 ml lOOx nichtessentielle Aminosauren, 

2, Am folgenden Tag wurden 100 fil der zu prQfenden Pept id-Losung zu 
den Zellkulturen gegeben und seriell 2-fach titriert. zusatzlich 

20 wurden einige Zel Ikon troll en (d.h. nicht mit Peptid-VerdUnnung 

behandelte Zellkulturen) und einige rhu-TNF-Kontrollen (d.h. mit 
rekombinanten humanen TNF behandelte Zellkulturen) mit angelegt. 
Die Kulturplatte wurde 48 h bel 37**C In einer AtmosphHre aus 
wasserdampf-gesattigter Luft mit 5 Vol.% CO2 inkubiert. 

25 

3. Der Prozentsatz Uberlebender Zellen in den mit peptid-Verdunnung 
behandelten Kulturen wurde mittels der Kristall vlolettfSrbung 
bestimmt. Dazu wurden die FtUssigkeiten aus den Vertiefungen 
durch Abschlagen derTestplatte entfernt* In jede Vertiefung 

30 wurden 50 fit JCristallviolettlosungen pipettiert^ 

Die KristallviolettlSsung hatte folgende zusammensetzung: 

3,75 g KrIstallvioUtt 
35 1,75 g NaCl 

161,5 ml Ethanol 
43,2 ml 37 % Formaldehyd 
ad 500 ml Wasser 

40 Die KristallviolettlSsung blieb 20 rain in den Vertiefungen und 

wurde dann ebenfalls abgeschlagen* Anschliepend wurden die 
Flatten jeweils 5 mal durch Eintauchen in Wasser gewaschen, urn 
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den nfcht zellgebundenert Farbstoff zu entfernen- Der zellge- 
bundene Farbstoff wurde durch Zugabe von IQO ft\ Reagenzlosung 
(50 % Ethanol, 0,1 % Eisessig, 4^9,9 % Was ser) in jede Vertiefung 
aus.den ZeTten extrahtert. 

5 ■ . 

fy. Durch SchUtteln der Flatten fur 5 min erhielt man in jeder 

vertiefung eine gleichmSj^ig gefarbte Losung. Zur Bestitntnung der 
Clberlebenden Zellen Wurde die Extlnktion der FarbelSsung fn den 
einzelnen Vertiefungen bei 540 nm gemessen. 

10 

5. Danach infurde^ bezogen auf die Zellkontrolle, der 50 % Zytotoxi- 
zltatswert definiert und der Kehrwert der ProbenverdQnnung, die 
zu 50 % Zytotoxizitat ftihrt, als zytotoxtsche AKtivttSt der 
unter such ten Probe ermitteit. 

15 

II* Kompetition-zytGtoxizi'tatstest 

Die antagonist ische Bewertung der Peptide basiert auf deren 
Eigenschaft, die zy tot ox ische wirkung von rhu-TNF auf TNF-sensitiven 
20 Zellen (z»B< L929, MCF-7, A204, U937} zu kompetitieren. Der 

Kompetitton-Zytotoxi tats test mit L929 und MCF-7-Zellen wurde wie folgt 
durchgefutirti. 

1. 100 fjt\ Kul tunned turn mit 3 bis 5 x 10^ frisch trypsinierten, sich 
25 im exponent! ell em Wachstum befindenden L929-Zellen (Maus) bzw. 

MCF-7-2L&I len (Mensch) wurden in die Vertiefungen einer 
96-Loch-Flachboden-K:ulturplatte pipetttert* Die Platte wurde uber 
Nacht bei 37^G im Brutschrank inkublert. Die mit Wasserdampf 
gesSttigte Luft iir» utschrank enthielt 5 Vol% CQ2» 

30 

Das L929-Kultuniiedtuin enthielt 500 ml MEM Earle Ix (Boehringer, 
Mannheim)^ 50 ml fttr 30 min bef 56^ C hitzeinaktiviertes FCS, 5 ml 
L-Glutemin (200 mM), 5 ml lOOx nichtessent telle Aminosauren, 3 ml 
IM Hepes-Puffer pH 7, 2 und 500 ^1 Gentamycln (50 mg/ml)* 

35 

Das MCF-7-KuIturmedlum enthielt 500 ml MEM Dulbecco Ix 
(Boehringer, Mannheim), 100 ml hitzeinaktiviertes {30 min, 56*^C} 
FCS, 5 ml LH»lutamin (200 mM) und 5 ml lOOx nichtessent telle 
Aminosauren. 

40 

2. Am nachsten Tag wurden 100 ;il der zu priifetiden Peptid*L5sung zu 
den Zellkulturen zugegeben und seriell 2-fach titriert. Zu diesen 
Zellkulturen wurden dann 100 fi\ einer rhu-TNF-VerdQnnung tn 
Kulturmedium; die in der Endkonzentration in der Zellkultur eine 
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80-100 % zytotoxische Wirkung hat, zugegeben. Zudem wurden einige 
Zellkontrollen U*h- nicht mit Peptid-Losung und nicht mlt 
rhu-TNF-Losung behandelte Zellkulturen) und einige 
rhu-TNF-Kontrotlen (=nur rait rhu-TNF-LBsung behandelte 
5 Zellkulturen) mit angelegt. Die Kul turpi atte wurda dann 48 h bei 

37*>C in einer Atmosphare aus wasserdampf-gesattigter Luft mit 
5 Vol.% CO2 inkubiert. 

3. Der Prozentsatz Uberlebender Zellen in den mit Substanzlosung 
10 behandelten Kulturen wurde mittels der Kristallviolettf Srbung 

bestimmt. Dazu wurden die FlUssigkeiten aus den vertiefungen 
durch Abschlagen der Testplatte entfernt. In jede Vertiefung 
wurden 50 fJi\ Kristal 1 violettlosungen pipettiertp 

15 Die KristallviolettlBsung hatte die in II. 3 angegebene 

Zusammensetzung . 

Die Kristallviolettlosung blieb 20 rain in den Vertiefungen und 
wurde dann ebenfalls abgeschlagen. Anschl iepend wurden die 
20 Flatten jewel Is 5 raal durch Eintauchen in Wasser gewaschen^ um 

den nicht zellgebundenen Farbstoff zu entfernen- Der 
zellgebundene Farbstoff wurde durch Zugabe von 100 fi\ 
ReagenzlBsung (50 % Ethanol, 0, 1 % Eisessig, 49,9% Wasser) in 
jede vertiefung aus den Zellen extrahiert, 

25 

4. Durch SchUtteln der Flatten f Ur 5 min erhielt man in jeder 
vertiefung elne gleichmaptg gefSrbte LBsung- Zur Bestimmung der 
uberlebenden Zellen wurde die Extlnktion der Farbelosung in den 
einzelnen vertiefungen bei 540 nm gemessen. 

30 

5. Danach wurde, bezogen auf die Zellkontrolle und die 
rhu-TNF-Kontrolle der 50 % Kompetitionswert deftniert und die 
Probenkonzentration, die bei der verge legten rhu-TNF-Konzen- 
tratlon zu 50 % Kompetition der rhu-INF-ZytotoxitSt fiihrt, als 

35 antagonist! sctie AktivitSt der untersuchten Probe ermittelt- 

III-Kompetition-Rezeptorbindungstest 

Sowohl die agonistische als auch die antagonistische Wirkung von ' 
40 Peptiden setzt voraus, dap letztere an den TNF-Rezeptor binden. Das 

bedeutet, dap Peptide mit agonistischer bzw* antagonistlscher wirkung 
und rhu-TNF ura die Bindung am TNF-Rezeptor auf TNF-sensiti ven 
' Indikatorzellen (z.B, U937) konkurrieren. Der Kompetltion-Rezeptor- 
bindungstest wurde wle folgt durchgefUhrt: 
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1. 100 pel Medium mit verscHledenen Konzentratlonen des zu priifenden 
Peptids sowie des rhu-TNF (=Kontrollfi) wurden in die Reaktions- 
gefSpe pipettiert* Das Medium enthielt 500 ml PBS (Boehringer; 
Kannheiin)^ 10 ml hitzeinaktiviertes (30 mtn, 56^C) FCS und 100 mg 

5 Natriumaztd. 

«- _ 

2. Anschliepend wurden 100 fi\ Medium mit 1 ng liSjod-markiertem 
rtiu-TNF (Lactoperoxidase-Methode nach Bolton) in die Reakttons- 
gef3|3e gegeben und gemischt. Zur Bestimmung der unspezif ischen 

10 Bindung (NSB) wurde in den ReaktionsgefSpen das i^Sjod-marklerte 

rhu-TNF (1 ng l2^5J-rhu-TMF in 100 Medium) mit dem 200-fachen 
Uberschuf^ an nicht radloaktlv raarkiertem rhu-TNF (200 ng rhu-TNF 
' in 100 ^1 Medium) gemischt. 

15 3, pann wurden 100 /xl Medium mit 2 x 106 U937-Zellen (Mensch) in die 

ReaktionsgefSpe pipetttert uiid gemischt* Die ReaktionsgefSpe 
(Test vol uraen 300 fil) wurden 90 min bei O^C inkubiert. Nach 45 min 
wurden die ReaktionsansStze nochmals durchmischt. 

20 4, Nach der inkubationsze it wurden die Zellen 5 min bei 1800 rpm und 

4**C zentrifugiert,. 3 mal mit Medium gewaschen^ quant it at iv in - 
Zahlrohrchen ufaerfUhrt und die zellgebundene Radioaktivitat in 
einem Clini Gamma Counter 1272 (LKB Wallac) bestimmt. 

25 5- Nach Korrektur der Mepwerte urn die unspezif ische Bindung wurde, 

bezogen auf die Gesamtbtndung, der 50 % Kompetitionswert 
definiert und die Probenkonzentration, die bei der vorgelegten 
X25j-rhu-TNF-Konzentratton zu 50 % Kompetition der 
1250-rhu-TNF-Bindang fUhrt, als kompetitive Aktivitat der 

30 . untersuchten Rrobe ermittelt. 

Die foigen^en Beispiele sollen die Erfindung nSher erlSutern, Die 
prpteogenen AmiitosSuren sind fn den Beispielen mit dem bekannten 
Drelbuchstaben-Code abgekiirzt. Dariiber hinaus bedeutent 
35 Abs = 4-Aminobuttersaure, Ac » EssigsSure, Bal * (S-Alanin, 
Hey = Homocystein, Hly - Homolysin,. Orn - Ornithine 
Dap* =" Z, 3-01 ami nopropi onsSore . 



A. Allgemeine Arbeitsvbrschriften 

40 

1^ Die Synthase der Peptide gemSp Anspruch 1 erfolgte mit Hllfe der 
Standardmethoden der Fast phasenpeptidsyn these an etnem voll auto- 
mat ischen Peptidsynthesizer Model I 430A der Firma APPLIED BIOSYSTEMS. 
Das GerSt beniitzt fur dfe Boc- und Fmoc-Schutzgruppentechnik unter- 
schledliche Synthesezyklen. 
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a) s^nthesezyklus fflr die Boc-Schutzgruppentechntk 





1. 


30 % iri fluoressigsaure in DCM 


1 


X 


3 


min 




2. 


50 % Tri f luoressigsSure in DCM 


1 


X 


17 


min 


5 


3. 


OCH-Waschschritt 


5 


X 


1 


min 




k. 


5 % Di isopropylethylamin in DCM 


1 


X 


1 


min 




5. 


5 % Oiisopropjlethylamin in NMP 


1 


X 


1 


min 




6. 


NMP-Wasc hsc hr i tt 


5 


X 


1 


min 




7. 


Zugabe der voraktivierten g«schUtzten AminosSure 










10 




(Akti vierung durch 1 Xquivalent DCC und 














1 ftquivalent HOBt in NMP/DCM) ; 














Peptidkupplung {1* Tail) 


1 


X 


30 


min 




8. 


Zugabe von DMSO zur Reaktionsmischung bis zu 














einem volumenanteil von 20 % DHSO 










15 


9. 


Peptidkupplung {2* Tail) 


I 


X 


16 min 




10. 


Zugabe von 3^8 Aquivalenten Dl tsopropylethy lamin 














zur Reaktionsmischung 












11. 


Peptidkupplung [3. Tell) 


1 


X 


7 


min 




12. 


DCM-waschschritt 


3 


X 


1 


min 


20 


13. 


bet unvoUstandigem umsatz Wiederholung der 














Kupplung (zurUck zu 5.) 












14. 


10 % EssigsSureanhydrid, 5 % Di isopropylethylamin 














in DCM 


1 


X 


2 


min 




15. 


10 % EssigsSureanhydrid in DCM 


1 


X 


4 


min 


25 


16. 


DCM-waschschritt 


k 


X 


1 


min 




17. 


zurUck ZU 1. 












b) Synthesezyklus fUr die Fmoc-Schutzgruppentechnik 










30 


1. 


NMP-Waschschritt 


1 


X 


1 


min 




2. 


20 % Piperidin in NMP 


1 


X 


4 


min 




3. 


20 % Pipertdin in NMP 


1 


X 


16 


min 




4. 


NMP-Waschschritt 


5 


X 


1 


min 




5. 


zugabe der voraktivierten geschUtzten AminosSure 










35 




(Aktivlerung durch 1 Equivalent DCC und 














1 Kquivalent HOBt in NMP/DCM); 














Peptidkupplung 


1 


X 


61 


min 




6. 


NMP-Wasc hsc hr i tt 


3 


X 


1 


min 




7. 


bei unvollstandigem Umsatz wiederholung der 










40 




Kupplung (zurUck zu 5.) 












8. 


10 % Essigsaureanhydrid in NMP 


1 


X 


8 


min 




9. 


NMP-Waschschritt 


3 


X 


1 


min 




10. 


zurUck zu 2. 
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ri- Aufarbeitung der nach la ertraltenen Peptidharze 

Das nach la erhaltene. Peptidharz wurde im Vakuum getroclcnet und in ein 
ReaKtionsgefaJi einer Tef lon-HF-Apparatur (Fa» PENINSULA) transfer iert. 
5 Nach Zugabe elnes ScavengerSi. vorzugsweise Anisol [I ml/g Harz)^ sowic 
im Falle von tryptophanhaltigeh Peptiden eines Thiols zur Entfernung 
der indolischen Formylgrupper vorzugsweise Ethandithlol (0,5 ml/g 
Harz) wurde unter KQhlung mit flilssigem Fluorwasserstoff elnkonden- 
siert (10 ml/g Harr) * Man lieJS die Mischung sich auf 0°C erwarmen und 
10 rOhrte 45 min bei dieser Temperatur. Anschliepend wurde der Fluor- 
wasserstoff tm Vakuum abgezogen und der Ruckstand mit Essigester ge- 
waschen^ ufR rest lichen Scavenger zu entfernen. Das Peptid wurde mit 
30 %iger Essigsaure extrahiert,. flltriert und das Filtrat 
lyophilisiert. 

15 

Zur Her stall ung von Peptidhydrazf den wurde das Peptidharz {Pam^ Oder 
Merrifieldharz) in DHF suspendiert (15 ml/g Harz} und nach Versetzen 
mit Hydrazinhydrat (20 ftquivalente) 2 Tage bel Raumtemperatur geriihrt, 
Zur Aufarbeitung wurde das Harz abfiltriert und das Filtrat zur 
20 Trockene etngedampft. Per Riickstand wurde aus DMF/Et20 Oder MeOH/Et20 
kri stall Is lert. 

II I* Aufarbeitung der nach lb erhaltenen Peptidharze 

25 Das geiiiap lb erhaltene Peptidharz wurde im Vakuum getrocknet und 

anschl legend in Abhangtgkeit von der Aminosaurezusammensetzung einer 
der folgenden Spaltungsprozeduren unterworfen (Wade^ Tregear, Howard 
Florey Fmoc -Workshop Manual, Melbourne ld85} . 
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Das Peptid 


enthSU 




Spa 1 tbed i ngungen 


Arg{Mtr| 


Net 




TFA 


Scavenger Reaktionszeit 


nein 


nein 


nein 


95 % 


5 % 




1,5 h 


ja 


nein 


nein 


95 % 




ini oani so i 


> ^ h 


i n 


ia 


nein 


95 % 


5 * 


Ethyl methyl- 


1,5 h 












SUlTld 




nein 


9 

n«1n 


m 

ja 


95 % 


5 % 


Ethandithiol/ 


1,5 h 






- 






Anisol (1:3) 




nein 


ja 


ja 


95 % 


R CM. 

D la 


P+h Jknrl 1 'I'll 1 nl / 














Anisol/Ethyl- 








- 






methylsulfid 














(1:3:1) 






Ja 




93 % 


7 * 


Ethandithiol/ 


a 3 ti 












Anisol/ 














Et hy line thy 1- 














sulfid (1:3:3) 





Die Suspension des Peptidharzes in der geeigneten TFA-Mischung wurde 
Dei Raumtemperatur fUr die angegebene Zeit gertthrt, danach wurde das 
Harz abfiltriert und mit TFA sowle DCM gewaschen. Das Filtrat und die 
5 waschl&sungen wurden weitgehend eingeengt und das Peptid durch Zugabe 
von D I ethy lather ausgefiSllt. Nach AbkOhlung im Eisbad wurde der 
Niederschlag abfiltriert, in 30 * EssigsSure aufgenomnen und 
lyophilisiert. 

10 IV. Reinigung und Charakterisierung der Peptide 

Die Reinigung erfolgte mittels 6«lchro»atographie {SEPHAOEX« G-10, 
G-15/X0 % HOAc; SEPHAOEX« tH20/MeOH} und anschl iepender Mittel- 
druckchromatographie (StationSre Phase: HO-SIL C-18, 20-45 /t, 100 A; 
15 mobile Phase: Gradient mit A = 0,1 * TFA/MeOH, B « 0, 1 % TFA/H2O) . 
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Die Reinheit der erhaltenen Endprodukte wurde analytlscher KPLC 
tStationSre Phaser 100 x 2,1 nut VYDAC C-18^ 5 300 A; mobile Phase 
CH3CN/H20-Gradient^ gepuffert mtt 0,1 % TFA, 40^C) bestinrnt. Zur 
Charakterlsierung wurden Aminosaureanalyse und Fast- Atom-Bombard* 
5 ment-Massenspektrosfeopfe herangezogen. 

- wt 

SpezieTle Arbeitsvorschriften 
Beispiet 1 . . 

10 

H-Arg-Ile-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-ljrs-NHi 

1,38 g Boc*Lys(Cl-Z|^p*MBHA-Karz (Substitutf on 0^36 mmol/g), ent- 
sprechend einer Ansatzgro^e vovt 0, S'lunoi, wurden gemap Ala mit je 2 mmol 

15 

BOC-Thr(ezU-0H BOC-Val-OH 
Boc-Glm-OH Boc-Ala-OH 
Boc-Tyr(Br^Z)-OH Boc-Ile-OW 
fioc*Ser(Br1 ) -OH Boc-Arg (Tos) -OH 

20 

umgesetzt. 

Nach beendeter Syn these wurde das Peptidharz N-termfnal entschUtzt 
CAusfuhrung der Schritte 1-3 gemSp Ala) und anschllepend im Vakuum 
25 getrocknet; die Ausbeute betrug 2,3 g. 

■i 

1,15 g des so erhaltenen Harzes wurden einer HF-Spaltung gemS|^ All 
Ufiterworfen* Das Rohprodukt (195 mg) wurde durch Gelf titration 
(SEPKADEX^ft £-10) und Hitteldruckchromatographie (vgl. Aiv^ 60 - 75 % A; 
30 0^25 % m^in*^) gerefnigt« Es wurden 102 mg Reinprodukt erhaltenr 

Beispiel Z 

AC - 1 1 e-A I a-M'al-Ser-Ty r-G In-fhr-OH 

35 

0,4 g Fmoc-Thr{t-Bu)-p-Alkoxybenzylalkoholharz 

(Substitution * 0,63 mnol/g), entsprechend einer Ansatzgrope von 

0,25 mmol, wurden gemSp Alb mit je 1 imol 

40 Fmoc-61n-OH Fmoc-Val-OH 
Fmoc-Tyr(tBu)-OH Fmoc-Ala-OH 
Fmoc-Ser ( t8u)-0H Fmoc- I I e-OH 

. umgesetzt* . 
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Nach beendeter Synthese wurde der N-Terminus acetyl iert (Ausfuhrung der 
Schritte 2-4 und 8-9 geaiSp Alb). Das erhaltene Pepttdharz wurde im 
vakuum getrocknet; die Ausbeute betrug 0, 6 g. 

* 

5 Das nach der TFA-Spaltung gemap AIII erhaltene Rohpeptid (160 mg) wurde 
durch Gelf iltration (SEPHADEX^ G - 10) und Mitteldruci&cliroinatograpiiie 
(vgl- AIV? 60 - 75 %f 0,25 % min-1) geretnigt, Es wurden 87 mg Reinprodukt 
erhalten. 

10 Analog Beispiel 1 und 2 lassen sich herstellen: 

3, H-Ala-Val-Ser-Tyr-61n-0H 

4, Ac--Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-OH 

5, H-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-HH2 

15 6. Ac-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-NH2 

7, H-Ala-Val-Gln-Tyr-Sln-OH 

8. Ac-Ala-Val-Gln-Tyr-Gln*OH 
9- H-Ala-val-Gln-Tyr-Gln-NH2 

10, Ac-Ala-Val-Gln-Tyr-Gln-NHa 

20 11. H-Ile-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-OH 

12. Ac-Ile-Ala-Val-Ser-Tyr-Qln-OH 

13. H-ne-AU-Val-Ser"Tyr-61n-NH2 
14* Ac- 1 1 e-A I a-val -Ser-Ty r-Gl n-NH 2 
15. H-Phe-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-QH 

25 15» Ac-Phe-Ma-Val-Ser-Tyr-Gln-OH 

17. H-Phe-Ala-val-Ser-Tyr-Gln-NH2 

18. Ac-Phe-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-NH2 

19. H-Ile-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-OH 

20. Ac-Leu-Ala-Val-Ser-Tyr-61n-Thr-0H 
30 21. H-ne"Ala-Val-Ser-Tyr-61n-Thr-NH2 

22. Ac-lle-Ala-Val-Ser*Tyr-Gln-Thr-NH2 
23 - H-Phe-Al a-val -Ser*Ty r-am-Thr-OH 
24. Ac-Phe-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-OH 
25- H-Phe-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-liH2 

35 26- Ac-Phe-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-NH2 

27. H-Arg-Ile-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-Lys-OH 

28. Ac-Arg-lle-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-Lys-OH 

29. H-Arg"Leu-Ala-val-Ser-Tyr-6ln"Thr-Lys-NH2 

30. Ac-Arg-ne-Ala-Val-Ser-Tyr"6ln-Thr-Lys-NH2 

40 31. H-Ser-Arg-lle-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-LyS"Val-Asn-OH 
32- Ac-Ser-Arg-Ile-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-Lys-Val-Asn-OH 
33. H-Ser-Arg-Ile-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-LyS'-Val-Asn-NHa 
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36 . Ac*Ser-Arg-Ile-Al,a-Val-Ser-Tyr-&lfi-Th[r-Lys-Val-Asn-NH2 
37/ H-Ile-Ala-Val-S«r-Tyr-Asn-OH 
38. Ac-Ile-Ala-Pro-S«r-Tyr-Gln-Thr-NH2 
39 • H- 1 1 e-Sly- Va t-Ser-Ty r-Gl n-Thr-OH 
5 Ac-Arfl-ne-Ala-Val-Sln-Tyr-Gln-Thr-LjfS-NH2 

41 . Ac-Ser-Arg-I le-Al a-Val-Ser-Tyr-Glfi-Val-Lys-Val -Asn-NHi 

_ » 

Bei5pie1 42 ' 
H-Cy s- A I a- Val -Ser-Ty r-Cy s-HH z 

0,98 g Boc-Cyst.pMB)-MBHA-Harr (Substitution - 0,51 mmol/g), eittsprechend 
10 einer Ansatzgro^e von 0^5 inmol wurden gemSp Ala mit je 2 mmol 

8oc*TyrCBr-2)-OH Boc-Ala-OK 
Boc*Ser{Bzl)-OH Boc-Cys{pHB)-OH 
Boc-Val-QK . 

15 

umgesetzt. . 

Das P^ptldharz wurda tm Vakuum getrocfcnet; die Ausbeute betrug 1,5 g. 

20 0,75 g des so erhaltenen Harzes wurden einer HF-Spaltung gemSp All unter- 
- worfen. Das lyophilisierte Rohprodukt wurde in 2 I 0,1 Wger EsslgsSure 
aufgenommen und der pH anschliepend rait wSprigem Aramoniak auf 8,4 einge- 
steltt. Unter ArgonatmospMre wurde langsam 0,01 n K3CFe(CN)j6]*l-Ssung 
zugetropft, bis die gelblich-griine FSrbung ISnger als 15 rain besteften 
25 blieb. Es wurde noch 1 h nachgertlhrt, dann mit Etsessig auf pH 4,5 anga- 
sauert und mit 15 ml einer W3pri gen Suspension eines Anionenaustauschers 
(BIORAO*^ 3 X 4A^ Chloridform) versetzt. Nach 30 min wurde das lonenaus- 
tausctierharz abfiltriert, das Filtrat am Rotatlonsverdampfer auf 100 ml 
eingeengt und anschl legend lyophilisiert. 

30 

Alle benutzten LSsungsmittel wurden vortier mit Stickstoff geslttigt, um 
eventuelle Oxtdaitton der freien Cysteinreste zu verhindern- 

- ^ Oas-Rofiprodfilct wurde durch GelchPomatographle (SEPHADEX^ 6-15) und Mittel 
35 drucRchromatographie (vgl. AlV? 20 - 40 * A; 0,25 % min-^^) gereinigt. Es 
wurden 18 mg Reinprodukt erhalten. 
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Analog Beispiel 42 lassen sich herstellen (zur HersteTlung der 
Peptidsauren wurde PAM-Harz verwendet): 



43. H-Cj s- V a 1 -Ser-Ty r-Cy s-OH 

44. Ac-cis-Val-Ser-Tyr-cis-NH2 

45. H-Cys-Val*Ser-Tyr-Cys-NH2 

I — f 

46 . Ac -Cy s-A I a-O-Val -Ser-Tj r-Cy S-NH2 



47- H-Cy s-- Al a-D-Va 1 -Ser-Ty r-Cy s-NH 2 

48- H-Cy s- V a I -Se r-Ty r-e 1 n-Cy s-NH 2 



49. Ac-Cys-Val-Ser-Tyr-€iln-cys-NH2 

t 1 

50 . H-Cys-val-0-Ser-Tyr-Gln-Cys-NH2 

I I 

51 - Ac-Cys-Val-0-Ser-Tyr-61n^Cys-NH2 

52. H-Cys-val-D-Ala-Tyr-6in-cys-NH2 

53. AC -Cy 5- va I -0- Al a-Ty r-S 1 n-Cy s-NH 2 



54- H-cys-Ala-val-Ser-Tyr-Cys-OK 
55. Ac-Cys-AU-Val-Ser'Tyr-Cys-NH2 



56. H-Hcy-Ala-Val-Ser-Tyr-Cys-OH 

57. Ac-Hcy-Ala-val-Ser-Tyr-dys-NH2 

58. H-Hcy-AIa-Val-Ser-Tyr-Hcy-OH 

59. Ac-Hcy-Ala-val-Ser-Tyr-Hcy-NH2 

60. H-Cys-Ala*Val-Ser*Tyr-Gln-Cys-OH 



1 



61 . H-Cys^Ala-Vdl-Ser-Tyr-6ln-Cys-NH2 



62. Ac-Cys-Ala-Val^S«r-Tyr-6ln-Cys-NH2 

63. Ac-Cys-6ly-val-Ser*Tyr-Gln-Cys-NH2 

64. H-Cys-ne-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Cys-OH 
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65* Ac^Cys-I le-Al a-Val -Ser-Tjfr-'Gl n-Cy S-NH2 

66 . H-Hcy-lle-Ala-Val*Ser-Tyr-Gln-Cys-OH 

67. H-Cys-valH31y-Tjr-Qln-Cy s-HH 2 
68- Ac-Cy s-Val -Gly-f yr-Sl n-Cy s-NH^ 
69/ Ac-Hcy-1 1 e-A I a-Va l-Ser-Ty r-G I n-Cy s-NH 2 

70. AC -Cy s*val^Ser*Ty In-Thr-Ly s-Cy s-NH 2 

i — i 
71 • Ac-Cys^Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-Lys-Cys-NH2 

72. H-Cy s- 1 1 e-A I a-V al -Se r-Ty r-Gl n-Thr-Ly s-Cy s-OH 

73. Ac-Cys-lle-Ala-Val-Ser-Tyr-Sln-Thr-Lys-Cys-NHi 

- r- — ! 

74- Ac-Cys-Arg-Ile-Ala-Val-Ser-Tyr-Glii-Thr*Lys-Cjs-NH2 

75- H- 1 1 e-Cy s-Va l-Ser-Ty r-Cy s-Thr-OH 

76. Ac-Ser-Arg-Cys-Ala-Val-S€r-Tyr-Cys-Thr-Lys-NH2 

77. Ac-Hcy-Ala-Ile-Ser-Tyr-Cy S-NH 2 

m 

78. H-Ile-Ser-Arg-Cys-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Cys-Lys-val-OH 

79. Ac-Ile-Ser-Arg-fCys-Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Cys-Lys-Val-NH2 : 

80. H'Cys^Hls-Thr-llft-Ser-Arg-Ile-Ala-Val-Ser-Tyr-ein-Thr-Lys-Val-Asn- 

■ 

Leu-Leu-Ser-Al a-cy s-NH 2 

81. Ac-Cys-Hi s-Thr- Il«-Ser*Arg-1 1 e-Al a-Val-Sar-Ty r-Gl n-Tbr-Ly s-Val -Asn- 

Leu-Leu-Ser-A I a-Cy s-NH 2 

Belspiel 82 ■ . 
AcM)rn-Val -Ser-Tyr-Asp-NH^ 

0,53 g Boc-^Asp(0Chx)-M8HA-Har2 (Substitution - 0,96 mraoT/g), entsprechend 
einer AftsatzgrSpe von 0,5 nmol, wurden gemap Ala mit je 2 inmol 

Boc-Tyr{Br-Z)-OH Boc-Val-OH 
Boc-Ser (Bzl i-OH Bbc-Orn (Z) -OH 
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umgesetzt* Nach beendeter S^nthese wurde der N-Terrainus acet^Uert 
(Ausfilhrung der schritte 1-6 und 14 - 16 gem^fi Ala). Das erhaltene 
peptidharz wurde in Vakuum getrocknet; die Ausbeute betrug 1,03 g. 

5 250 mg des nach HF-Spaltung, gemSp All erhaltenen Rohproduktes (305 mg) 
wurden in 350 ml entgastem DMF gelSst, mit 0,3 ml Triethylamiri und bev 
^25*>C mit 0,3 ml D! phenyl phosphorylaz id versetzt. Die Mlschung wurde 2 h 
bei -25*^0 geruhrt, 2 h bei -25°C, 2 Tage bei 4<>C und 2 Tage bei 
Raumtemperatur aufbewahrt und anschliepend zur Trockene eingedampft. Das 
10 Rohpeptid wurde durch Gelchromatographle (SEPHAOEX^ G-15} gerelnigt* Es 
wurden 51 mg Reinprodukt erhalten. 

Bei spiel 83 

i - ' 

Ac-Lys*Ala-Val-Ser-Tyr-61n-Asp-NH2 

1 g Harz nach Breipohl et al. (Fa, BACHEM), entsprechend einer AnsatzgrBpe 
15 von 0,5 mmol wurde gemap Alb mit je 2 mmol 



Fmoc- Asp lotBu ) -OH 
Fmoc-Gln-OH 
Fmoc-Tyr(tBu)-OH 
20 Fmoc-Ser(tBu)-OK 



Fmoc-Val-OH 
Fmoc-Ala-OH 
Fmoc -Ly 5 (Hoc) -OH 



umgesetzt. Nach beendeter Synthese wurde der N-Terminus acetyl iert 
(Ausfuhrung der Schritte 2 - 4 und 8 • 9 gemSp Alb)- Das Peptidharz wurde 
im Vakutim getrocknet; Ausbeute 1^55 g* 

25 

Das nach der TFA-Spaltung gemSp A I II erhaltene Rohprodukt (335 mg) wurde 
in 500 ml entgastem DMF gel&st, mit 0,3 ml Tri«thyUmln und bei -25'>C rait 
0,3 ml Diphenylphosphorylazld versetzt. Die Hischung wurde 2 h bei --25^0 
gerUhrt, 2 Tage bei -25<>C, 2 Tage bei 4<*C und 2 Tage bei Raumtemperatur 
30 aufbewahrt und anschliepend zur Trockene eingedampft. Das Rohpeptid wurde 
durch Gelchromatographle (SEPHADEX« LH 20) gereinigt. Es wurden 127 mg 
Reinprodukt erhalten. 
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Beispfel 84 . 
H-Asp-Ala-Val-Ser-Tjr-Gln-Lys-OH 

5,7 g Fmoc-Lys(BocI'-Merrifield-Har2 (Substitution - 0,35 innol/g) 
5 entsprechend einer AnsatzgrSpe von 2 iimol, wurden gemSp Alb mit je 8 nrnol 

Fmoc-GIn-OH Fmoc-Val-OH 
Finoc-Tyr(tau)-OH Fmoc-Ala-OH 
Fmoc-Ser- 1 Brl ) -OH FmocAsp ( Ot Bu ) -OH 

umgesetzt - 

Anschtiej^end wurden, die t-Butjl- und Boc-Schutzgruppen abgespalten 
. (Ausfiihrung der Schrltte 1-6 geroSp Ala).^ Die Zyklisierung am Harz epfolgte 
15 in NMP unter Zuga1>e von 3^54 g BOP und 3,5 ml Oiisopropylethylarain (16 h). 
Das Peptidharz wurde N-terminal entschutzt (AusfUhrung der Schritte 2-4 
gemap^ Alb) und im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute betrug 6,4 g. 

Das nach HF-Spaltung gema^ All erhaltene Rohprodukt wurde durch Gel- 
20 filtration (Sephadex^ G^15) und Mitteldruckchromatographie (vgl* AIV? 
10-30 %f 0,25 min"!} geretnigt. Es wurden 23 mg Reinprodukt erhalten. ^ 

Analog Bei spiel 83 und 84 lassen sich herstellen: 

■ 

85. Ac-Asp-Val-'Ser-Tyr-Lys-NHa 

mm 

86* Ac-ty s- V ai -Ser-Ty r-Asp-NH2 

87. AcLys-val -Ser-Ty r-Asp-OH 

88. acHjI u-Val -Ser-Ty r-Lys-KH 2 

89. Ac-fiiu-Val-Ser-Tyr-Lys-QH 

90. H-Asp-Vat-Ser-Tyr-Lys-OH 

91. Ac-Lys-Val -Ser-Ty r-6iu-HH2 

92. Ac-GT u-Va I -Ser-Ty r-Orn-NH 2 

93. Ac-Asp-Val-Ser-Tyr-ofn-NH2 

I 1 

94- Ac-Asp-Gly-Ser-Tyr-0rn-NH2 

95. Ac-Dap-Val-Ser-Tyr-Asp-NH2 
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96. AC - A s p- V a I -se r-Tjf r-Dap-NH 2 



97. Ac -Dap- va 1 -Ser-Ty r-fi i u-NH a 



98. Ac -G i u- V a I -se r-Ty r-Dap-NH a 

99, Ac-Asp-Ala-Val>Ser-Tyr-Gln-Lys-NH2 



100- 


AC 


-Asp-Ala-Val 


-Ser-Tyr- 


-filn- 


Lys- 


■OH 


lOK 


Ac 


-Lys-61y-Val 


-Ser-Tyr-Gln- 


-A5P-NH2 


102. 


Ac 


-tys-Gly-val 


-Ser-Tyr- 


-Glrt- 


-Asp- 


-OH 


103. 


Ac 


-Asp-Ala-val 


-Ser-Tyr 




— 1 

■Orn- 
— 1 


-NH2 



105. Ac-Arg-Ile-Asp-Val-Ser-'Tyr-Lys-Thr-Lys-NH2 



106* H-Lys-Val-Gln-Tyr-Asp-OH 



107. Ac-Lys-Val-Gln-Tyr"Asp-f*H2 

108. AC -lle-Lys-Val-Ser-Tyr-Gi u-Thr-NH 2 

109. Ac-Ile-Lys-Val-Ser-Tyr-Glu-Ttir-OH 

110. Ac-Asp-Ile^Ser-Tyr-0rn-NH2 

111. Ac-lle-Ser-Arg-Asp-Ala-Val-S«r-Tjr-Gln-Ljs-Lys-val-Asn-NH2 

112. AC -Opn- A I a-D- Va I -Ser-Ty r-Q I n-A sp-NH 2 

Beispiet 113 
j-A 1 a- V a 1 -ST-Ty r-G 1 n-Abs-j 

0,5 g Boc-Abs-Merrtfieldharz (Substitution - 1 nwol/g), entsprachend alner 
Ansatzgrepa von 0,5 wmol, wurde geniip Ala mit je 2 amol 

5 Boc-Gln-OH Boe-Val-OH 
Boc-TyrlBr-Z)-OH Boc-Ala-OH 
Boc-Ser(Bzl)-OH 

umgesetzt. Nach beendeter Synthase wurda das Peptidharz N-termlnal 
10 antschOtzt (AusfUhrung der Schrltte 1 - 3 gemU^ Ala) und anschliapend im 
Vakuum gatrocfcnet. Die Ausbeute betrug 0,91 g. 
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Das nach HF-Spaltung geinap All erhaltene Rohprodukt (290 mg) wurde in 
SCO ml entgastem DMF gel&st. Nach Zugabe von 210 mg NaKCOs und 660 mg BOP 
wurde 3 Tage bei Raumtemperatur gerilhrt. Dann wurde zur Trockene einge- 
dampfti. und das Rohpeptid d.urch Gelctiromatographie (SEPHADEXQ LH 20) 
5 gereinlgt. Es wurden 138 mg Relnprodukt erftalten. 

Beispiel 114 
l-Tyr-GI n-Thr-Lys-Arg-ne-Al a-Yal-Ser-[ 

1 , 1 1 g Fmoc-Ser ( t-SuJ-p'-AIkoxybenzy lal kohol-Harz 

(Substitution - 0,45 itmol/g},, entsprechend einer AnsatzgrSpe von 0,5 nmol, 
10 wurde gema|l Alb mit je 2 mmol 

Finoc-Val-OH Fm0C-Lys(Z)-OH 

Fmo€-Ala-OH Fmoc-Thr(tBu)-OK 

Fmoc-Ile-OH FmocHSln-OH 

15 Fmoc-Arg(Tas)-OH Fmoc-Tyr (tBu)-OH 

umgesetrt- Nach beendeter Synthase wurde das peptidharz N-terminal 
entschiltzt (Ausfiihrung der Schrltte 2-4 geiiiap Alfa) und anschl legend tm 
Vakuum getrocknet. Die Ausbeute betrug 1,8 g. 

20 

■ Das nach TFA-Spaltung gemSp; AIII erhaltene Rohpeptid wurde in 500 ml 
entgastem DMF gelBst. Nach Zugabe von 210 mg NaHCOa und 660 mg BOP wurde 
3 Tage bei Raumtemperatur gerflhrt, Dann wurde zur Trockene efngedampft und 
das Rohpeptid durch Getchromatographie (SEPHADEX® LH 20) gereinigt. Das 
25 Isolierte Monomere (219 mg) wurde gemSp A II entschQtzt und durch Kittel- 
druckchromatograpbie (vgl* AIV; 40 - 60 % A? 0,25 % min"!) gereinigt. Es 
wurden 68 mg. Reinprodulct 



Analog Beispiel 113 und 114 lessen sich herstellen 

115. rIle-Ala-Val-Ser*Tyr-GIn-Thr^ 

116. rArg-Ile-Gly*Val-Ser-Tyr-Gln-^Thr-Lys-| 

117. fSer" 1 1 e-'A I a-Val -Scr-Ty r-6 1 ft-Thr-Ly s-V al 

118. r*^ a-Val -Sei—Ty r-Gln-61yq 



119. r*^ -S»r-Ty r-6I n-Bal^ 

120. r*^l a-yal-Ser-Ty r-Gl n-D-ftT 

rAl a-vaT-Ser-Tyr-Q*ri-Thr-Lys-p-Ala-Arg-Ile^ 
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121 . pIlC'Ala-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-D-Pra^ 

122- r^STy-Val-Ser-Tyr-GIn-Abs-i 

123. pA 1 a - Va 1 -Ser- D-Ty r-G 1 n-; 

124. r<3ly-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-| 

125- rArg-tle-Ser-Val-Ser-Tyr-Gln-Thr-Lys-i 
126. ;-He-Ala-Va1-D*Ser-Tyr-Gln*"Thr| 
127. 
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Patentanspruche 

1, Gegenstand der Erfirwtung sind Peptide der Formel I, 

X-A-B-Tyr-Y I* 



10 



15 



20 



worm 



A Ser, Val, lie oder Pro ist. 



B Gin Oder Ser bedeutet. 



X fur eine Gruppe G-NK-GHM-CO-, G-NH-CHM-CO-W-, G-R-NH-CHM-CO- Oder 
G-R-NH-CHM-CO-W^ und 

V fur eine Gruppe -Z, -NH-CHQ-CO-Z, -V-NH-CHQ-C0^2^ -NH-CHQ-CO-U-Z 
Oder -V-NH-CHQ-CO-U-Z steht^ 

wobei in X und Y 

6 ein wassers toff atom oder eine Ami nose hutzgruppe bedeutet^ 
z fUr eine OH- oder NH2-Griippe Oder eine Carboxylschutzgruppe 

25 steht Oder 

G und Z zusammen auch eine kbvaiente Bindung oder die Gruppe 

-CO- (CH 2) a***"**" bedeuten, wobei a eine Zahl von 1 bis 12 ist, 

3Q V und w Peptldketten aus 1-4 natQrlich vorkommenden 

a*Aiainosaiiren dai^stellen und 

H und Q Wasserstoffatome oder eine der Gruppen 

-CHtCHalac -CH(CH3i-C2H5, -C5H5. -CH(0H)-CH3r 

H * 

35 (mit b in der Bedeutung einer Zahl von 1 bis 6 und T in der 

Bedeutung eities Wassers toff atoms oder einer OH^, CH3O-, 

H2N-CO-, H2K-Ct=KHj-NK-6rupp6) oder 




40 



Abb. 
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Abb. li Die Boc-Schutzgruppentechnik am polymeren TrSger 

Boe -NH-<H-CO-H« rz 
SS-R 



ill 



TFA 



H2NH:H-C0-Harz 



BOC-NH^H-COOH 



-1 



Aktivator 



Boc-NH-CHH;0-HN--CH-CO-Harz 
SG-R 



HF 



n 



R R R 



6oc 
5G 

5 
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Abb. 2s Die Ftnoc-Schutzgruppentechnilc am polifmeren TrSger 

Fmoc-NH-CH-CO-Harz 



Piper idin/DMF 



H^N-CH-CCKHarz 



Fmoc-NH-CH-COOH 
I 



-I 



Aktivator 



Fmoc-NH-CHH:0-HN-CH-CO-Ha rz 

I I 

SG-R Sfr-R 



n 



TFA 



TF A - H iN-^H-CO+NH-CH-COf-NH-CH-COOH 

' ^ X " i 

R R R 



Fmoc 
5G 
5 R 



9-Fluorenylinethyloxycarbonjl-Schutzgruppe 

seltenketten-Schutzgruppe 

Ami nosaure-Se i tenkette 
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* Besondere Kategonen von angegeDtfnen Veroffentlichungan 
"A" Varoffentlictiung. die oen ailgemainen Stand der Techntk 
definieri, aber nicht ais besanders bedeutsam an^useti«n ist 

"E" aUares Dokument, das jedoch «m am oder nach dam intefna- 
tiofialan Aitmeidedaium v«f offentHcht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeigciat ist, ainen Prioritatsansprucb 
m^jfalhaft er$ch«inan zu lassan, Oder durch dia das Verof* 
faniMchungtdatum einer anderen im Racharchenbencht ffe- 
nanftten Vbroffarttfichung baiegt warden sdl oder die $lis ainem 
anderen besonderen Qrund angegeben i$t (wie ausgefiihrtl 

"O" Veroffenilictiung, die sicb auf eine nnundlictie Qff^barung, 
' ' aine Benutzung, eine Ausstallting Oder andere MaBnahmen 
bezleht 

"P" Varoffentlichung, die vor dam intarnationafen AnmeEdeda- 
tum. aber nach dam bsanspruehten Rrioritat&datum veroffent- 
iicht word en ist 



"T" Spatera VeroffenTlichung, die nach dam internaiionaten An- 
meldedaium oder dam Prloritatidattim veroffentllcht worden 
ist und mfi der Anmeldung nicht koMidiert, sondern nur zum 
Verstandnis des der Er-flndung zugrundeliegendetn Prinzips 
Oder der thr zugrundeliegenden Thcorie angagaben tst 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedautung; die baansprgch- 
te Efflndung kann nicht aJs neu odar auf erfindertscher Tatig- 
keit beruhand betrachtat werdcn 

"Y" VerdffentllctTung won batonderer Bedeutungi die beanipruch- 
te Erfindung kanii nicht all auf erfindeTjscher TStigkeit be- 
ruhend batrachtet wardan^ wertn dte Veroffantiichung mit 
einer oder mehreren andaren VeroffentPichungen dreser Kate- 
gorie In Verbindung gebracht wird-uhd- diese Varblndung fur 
etnen Fachmann nahal legend Est 

Veroffentlichung, die Mitglled^erselben PatentfamOie ist 
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. Gemaa Anike} 1 7 Absatz 2 Buchsiabe d «mtf bftnicftmie AnspnicKe aus f ofgendfert Grunden ntchi Gegenstand der imernationalen 
Recherche 9ew«s«n: 



Actspriiche Nf » « . well sfe sleh auf Gftgenstinda beziehen, di« zu recherctiteren die Behortfe nicht verpfUchtet ist, nimifch 

Verfahren zur therapeutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen 
Korpers. Regel 39Civ)* 

AnsprSchs Mr. wfcil Kie-sfch suf Telle der TCiternaiionalen Anmeldung bezieben, die den vorgescHrtebenen Anfordemngen 

so wrflnjg entsprechftn, daS efne jinn volte fntfirnstionarft Recherche nicht durchgefuhrt Merden kann, namtich 



Anspniche Nr. wefl sie abhgngige Anspruche und Aichi entiprechend Saiz 2 und 3 der Regel 6.4 a} PCT abgefaSt sind. 



Vt 



n 



BEMERKUNGEN BEI MAKTGELNDER EKNNElTLlCHKEIT DER ERFIttfDUNG^ 



Ofe Iniernationate Rechercheitbehdnde hat festg«5t«tlt< dalldiese inurnationaie Anmfiidung mehrere Erfindung^n enthalit 



2. 



□ 
□ 



Par der Anmel^er &lle eiforderlrchen zirsSTZlfcheci Recherchangcbuhren rechtzeiTrg entrichfet hat. erttreckt sich der fnternationsle 
RechercheribarichT auf atfe techerchierbaren Anipruche dar inter naitonelen. Anmeldung^ 

D»der Anmelder nur emqe dererfordeiiichen susSizlfchen Recherchengebuhren rechtzehig entrlchtet hat, erttreckt slch der interna- 
tlonafe Recherchenbencht nurauf dtaAnspruche der internaiionaien Anmeldung, furdieGebuhren gezahit vtforden sindrnamlich 



lO 



Der Anmeldtr hat die erforderlichen zuutzEichenJ^echerchengebuhren n1e;ht rechtzeftf g entnchter. Der tnternationate Recherchan* 
bertcht beschfSnkt sichdaher auf die in den Anspnichan zuerst ervwahhte Erfindung;sie h\ In folgenden Anspriichen erfafit; 



4. 



□ 



Da fur aE[e recherchierbaren AnsprOche eine Recherche ohne einen Arbehsaufwand du rchgefijhrt werden kanm«, der.eine zu- 
»tzliche Pedierchenoebuhr gerechtfertigt hitie, hat die InternsttonaEe Recherchenbehorde etnesoFche Gebuhr nicht vertangt, 

Bemerkung htnsichtfich.aines Widerspni^s 



□ 
□ 



Ofe zucatzlTchen Gebuhren wufden vom Anmetder unter Wtderspruch gezahit. 
Die Zahlung zusstzficher Gebuhren erColgie ohne Wlderspnich. 



Fohnblatt PCT/tS A/210 rErgansungibegan 21 Uanuar 19851 



ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERrHENBERK HT ooyniA^A 
CBER die INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. PCT/EP 89/01474 

SA 32748 

In iHcMin Aiihini! jcbid dk MitRKrilrr iter Patvutrnimlmi im nbrnemmmicn mfrrniitlniialeii RrchrnrhonkcriHil iMi«rt4f1iriTn 

ANRAhrn Wrt* 4W F«iiiili«imi!i;lie4«r mtcprrrhrn drm R(anif rfrr 1»pt« Hf< rnirf»pjlicrlwn PirtPiilnmrR m UO/Xl/O^ 
flinw AniEilm dwnen nnr 7«r IJfifcrrwhtntiis «n«l crfoljsrn nhnr Gv« ilhr. 



Int RtcIwi ciMiilwnch't 
Mi^efUhrtne PatfwtHnlnnitnit 



WD-Al- 87/07614 



|>»tinn iter 
VerHffmtltehiilie 



17/12/87 



Mit|tliH(cr) 4cr 
Pairntftttnllie 



llalfnn 4er 

VcrfifTniflirhiing 



EP-A- 


0249390 


16/12/87 


EP-A- 


02493S4 


16/12/87 


WO-A- 


87/07613 


17/12/87 


AU~D- 


7S408/8T 


11/01/88 


AU-D- 


75449/87 


11/01/88 


US-A- 


4692511 


08/09/87 



EP-Al- 0305615 



08/03/89 



FOr allliFrr FJnrflhritFii m 4inciii AntiMiK ; tMie AMf«hkiti f-'wopitnrlini Paimtiinil*, Nr.l 2/112 



